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論文内容要旨
目的
 移植医療の問題点の一つである移植臓器不足の解決法のひとつとして,異種動物からヒトへ臓
 器を移植する異種移植が挙げられる。このドナー動物としてブタが最も有望とされているが,ブ
 タからヒトヘの異種移植においてはヒト抗異種反応性自然抗体および補体によって引き起こされ
 る超急性拒絶反応が大きな障壁となっている。この超急性拒絶反応を抑制するためには異種抗原
 (galactoseα一1,3-galactose,以下α一Gai)を消去または減少させることが必要不可欠である。
 そこで本研究ではこの細胞表面に存在する異種抗原を合成する転移酵素(α一1,3-galactosyltrans-
 ferase,以下α1,3GT)のアンチセンスRNAベクターを作成し,ブタ細胞への遺伝子導入を行
 い,アンチセンスRNAの発現及び異種抗原の発現の変化を解析した。
方法
 !.ブタ細胞における細胞表面の異種抗原であるα一Ga1に,特異的に親和性のあるレクチンで
 あるFITC標識GS-IB一を用いて,ブタ脱出胚盤胞由来細胞とクラウンミニブタ由来線維芽細胞
 のα一Ga1を解析した。次いでこの二つの細胞にpCAG-EGFPベクターをリポフェクション法に
 て遺伝子導入し,48時間後に蛍光顕微鏡でEGFP発現細胞の割合を測定した。
 2.ブタα1,3GT遺伝子のcDNAを用いてPCR法にて合成したLIkbpのフラグメントを,プ
 ラスミドpCAG-GSにサブクローニングしアンチセンスベクターを作製し,リポフェクション
 法にてブタ脱出胚盤胞由来細胞に遺伝子導入し1週間後に解析した。細胞よりtotalRNAを抽
 出しRT-PCR法によりα1,3GT遺伝子のmRNAのセンス鎖とアンチセンス鎖の同定を行った。
 α一Ga1の発現はFITC標識GS-IB4で染色後フローサイトメトリー分析を行った。次いで,正
 常ヒト血清を一次抗体とし,FITC標識抗ヒトIgG抗体を二次抗体として,フローサイトメトリー
 で細胞の異種抗原に付着した抗体量を測定した。また,安定型発現細胞株を樹立し同様の実験を
 行った。
結果
 1.ブタ脱出胚盤胞由来細胞において細胞表面の異種抗原α一Galは高発現であり,リポフェク
 ション法による遺伝子導入効率は良好であった。
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 2.α1,3GT遺伝子のアンチセンスRNAベクターを作製し,ブタ脱出胚盤胞由来細胞へのベ
 クター導入によりアンチセンスRNAの一過性発現とα一Ga1の発現低下を認めた。
 本研究によりα1,3GT遺伝子のアンチセンスRNAベクター導入法は,ブタ異種抗原を減弱
 させる方法として有効であることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 ブタからヒトヘの異種移植において,超急性拒絶反応を抑制するために多くの施設でこれまで
 にさまざまな研究が行われてきている。現在,異種糖鎖抗原であるα一Ga1を除去するために糖
 鎖抗原転移酵素であるα一1,3-galactosyユtransferase(α1,3GT)遺伝子をノックアウトするこ
 とがもっとも効果的であると考えられている。しかし,α1,3GTノックアウトの個体では致死
 的あるいは重度な障害を持つ可能性があるので,他の超急性拒絶反応抑制のための戦略も考えて
 おく必要がある。
 本研究はアンチセンスRNA法という手段を用いα1,3GT遺伝子のアンチセンスベクターの
 ブタ細胞への遺伝子導入効果を検討したものである。そのためにまずブタ細胞のα一Galをレク
 チンを用いて解析し,リポフェクション法による遺伝子導入効率を測定している。次いで,α1,
 3GTのアンチセンスRNAベクターを作成し,ブタ細胞への遺伝子導入を行い,アンチセンス
 RNAの発現及び異種抗原の発現の変化を解析している。
 その結果,ブタ脱出胚盤胞由来細胞において細胞表面の異種抗原α一Ga1は高発現であり,リ
 ポフェクション法による遺伝子導入効率は良好であった。ブタα1,3GT遺伝子のcDNAを用い
 て作製したアンチセンスベクターを,リポフェクション法にてブタ脱出胚盤胞由来細胞に遺伝子
 導入をしたところ,RT-PCR法によりα1,3GT遺伝子のアンチセンスRNAの一過性発現が示
 された。また,フローサイトメトリー分析によりα一Ga1の発現低下を認めた。よってブタ脱出
 胚盤胞由来細胞ヘアンチセンスベクター導入によってアンチセンスRNAが発現し,センス
 RNAの翻訳が阻害されることで,α一Ga1発現の低下があったと考えられた。
 本研究によりα1,3GT遺伝子のアンチセンスRNAベクター導入法は,ブタ異種抗原を減弱
 させる方法として有効であることが示唆された。よって本研究は安定型発現細胞株の樹立などの
 課題はあるが,超急性拒絶反応を抑制する手段の一つとなる可能性を示したものとして意義があ
 り,十分に学位に値すると考えられる。
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